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1.- Radicales libres

1.1.- Radicales libres del oxigeno: conceptos basicos, formacién y tipos

En la actualidad se acepta que. en las etapas primigenias de la evolucion del planeta Tierra. las
primeras moléculas bidgenas surgieron en una atmésfera quimicamente reductora. compuesta por
hidrogeno. amoniaco. metano y vapor de agua.‘en condiciones de elevadas temperaturas y altos
niveles de irradiacion (ausencia de capa de ozono). Seguramente fueron aminodcidos v otras
moléculas hidrocarbonadas las primeras en formarse. para hacerlo posteriormente. moléculas
bioquimicas mas complejas. La formaciéon de comunidades bioquimicas autotrofas constituyeron.

probablemente. las primeras etapas celulares.

ABREVIATURAS

(4T = Catalasa NO" = Oxido nitrico ! RO" = Radical alcoxi

¢ = Electron (- = Radical superoxido \' ROQ’ = Radical peroxido

(G P = Glutation peroxidasa '()2 = Oxigeno singlete ROOH = hidroperoxidos lipidicos
GSH = Glutation reducido | OH" = Radical hidroxil ROH = Alcoholes lipidicos

GSSG = Glutation oxidado ONOQO™ = Anion peroxinitrito | SOD = Superéxido dismutasa
H - (). = Peroxido de hidrogeno ONGOH = Nitosilo
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En este medio ambiente. los organismos anaerobios autétrofos fueron los unicos
representantes hasta la aparicion de las algas verde-azuladas capaces de aprovechar uno de los
substratos mdas abundantes en el planeta: el agua. para obtener hidrégeno empleando la
practicamente inagotable energia solar. (fotolisis del agua). lo que permitié la liberacién de un
subproducto de la reaccion. el O, a la biosfera. La aparicion de O, libre cambié la estructura
quimica de muchos compuestos de carbono. hidrégeno y nitrégeno. dando lugar a las formas CO».
N, v H>O. que provocaban la ruptura de las biomoléculas de la fnateria viva.

Paraddjicamente. a partir de ese momento. la seleccién natural favorecié a los organismos que
usaban mecanismos fotosintéticos. con el consiguiente aumento de la densidad de O, en la
atmosfera. Por tanto. la supervivencia de los organismos anaerobios mayoritarios. dependia de la
adquisiciéon de mecanismos de defensa frente al Oz(“.

En condiciones fisiologicas, los organismos aerobios consumen casi un 98% del O, a través
de la cadena respiratoria mitocondrial. Durante este proceso no se produce la liberacion de
intermediarios parcialmente reducidos del O,. pero la pequefa fraccion restante (1-2%) del O> no
consumido es reducida. dando lugar a los radicales libres que son téxicos para las células. Por ello,
los organismos aerobios han desarrollado unas potentes defensas antioxidantes, que minimizan la
toxicidad potencial de los radicales'”.

Un radical libre es un atomo o molécula con un electrén (¢7) desapareado en su orbital mas
externo. Segun esta definicién. un “birradical”” es una especie que contiene dos e” desapareados en el
orbital mas externo. v éste es el caso de la molécula de O,. Asi mismo. un radical 16n es un radical
libre con carga eléctrica. positiva o negativa .

Por su propia naturaleza. los radicales libres son responsables del inicio de reacciones en
cadena de dificil control. De forma general. podemos considerar los siguientes tipos de reacciones

(h,

1.- Reaccion de iniciacion: tiene lugar la formacion del radical libre. Este puede realizarse
5 , 4

por varias vias™:

a) Divisién homolitica de un enlace covalente de una molécula. reteniendo cada fragmento.

uno de los e” apareados:

XY —>X'+Y’
reaccién que no se da normalmente en los sistemas bioldgicos, ya que requiere gran cantidad de
energia que suele proceder de elevadas temperaturas. luz ultravioleta o radiacion ionizante.
b) Fision heterolitica. en la que los e del enlace covalente son retenidos por uno solo de los

fragmentos. dando lugar a radicales iones:

XY — X +Y
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¢) Transferencia de e’ singlete a una molécula normal:
A+e —A"

Este es el proceso de formacion de radicales libres mas comun en los sistemas biologicos.

2.- Reaccion de propagacién: son las reacciones implicadas en la transferencia de ¢

3.- Reaccion de terminacién: comprende las reacciones en las que se produce la
eliminacion del radical.

Una vez formado el radical. el nimero v complejidad de posibles reacciones aumenta. El e
desapareado del orbital mas externo le confiere a los radicales libres. una reactividad quimica
inusual v unas caracteristicas fisicas especiales. presentando una gran variabilidad segin la
molécula. La reactividad de un radical libre va a depender de la constante de velocidad de una
reaccion y la concentracion de la(s) sustancia(s) reaccionante(s):

Reactividad = [A] \ Ka-r
donde [A] es la concentracién de la sustancia reaccionante. vy K.-g representa la constante de
velocidad de la reaccion. No se puede hacer gran cosa para cambiar la constante. pero podemos
variar la concentracion de A. mediante substratos alternativos. lo que constituye la base tedrica del
funcionamiento de los “secuestradores™ selectivos de los radicales libres'".

" Ya se comenté anteriormente, que el oxigeno molecular. en estado natural. es un birradical
con dos e’ desapareados con spins paralelos. Esta disposicion previene la adicion directa de un par
de ¢, necesitando una inversién del spin antes de formarse el enlace. El proceso de inversion del
spin es relativamente lento. lo que convierte a la molécula de O- en un oxidante relativamente débil.
Debido, a esto. predomina una reduccién univalente del spin. que constituye la ruta divalente o de
reduccién de dos e

La ruta univalente en la que se produce la completa reduccién del O.. da lugar a la formacion

de una serie de radicales que dependen del grado de reduccién del O-:

0.—0,— 25 H,0,—2H o +H,0 —&H 10
De esta ruta se obtienen:
- el radical superoxido (O,'). por reduccion de un e’
- el peroxide de hidrégeno (H-O-). por reduccién de dos e”.

- el radical hidroxil (OH®) por reduccion de tres e”.
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1.1.1.- Radical superoéxido (O7):

Es el primer intermediario que se produce en la ruta univalente del O;. Es muy importante.
més que por su reactividad en si, porque da lugar a otra serie de radicales y especies reactivas del
0,. que son més toxicas que éste !> ¢,

En medio acuoso. puede actuar como base formando el radical hidroperoxil (HO,"). por
protonacion:

O;+H —HO:;

En medio acuoso. actiia como agente oxidante. y es facilmente reducido a H>O,, dando lugar a
la reaccion mas importante de este radical. que es su dismutacién. En medio acido esta reaccion se
realiza espontdneamente. mientras que a pH neutro o basico, la dismutacién es catalizada por la
enzima superdxido dismutasa (SOD), a una velocidad mucho més alta:

O;+O;+2H+__)H202+Oz

Puede interaccionar con el H>O, generando otro tipo de especie reactiva del O,, que es el
oxigeno singlete. importante también ye que es citotdxica, aunque no es un radical propiamente
dicho.

Ademas. el radical superoxido. puede oxidar moléculas como el dcido ascérbico y la
adrenalina. y aunque normalmente no interacciona con lipidos, puede reaccionar con hidroperéxidos

lipidicos. dando lugar a radicales alcoxi (RO®).

1.1.2.- Peroxido de hidrogeno (H,O,):

El H»O; no es propiamente dicho un radical. pero se considera especie reactiva del O,. Es un
producto secundario en la ruta univalente del O,.

La principal fuente de formacion de H>O, es la generada por la dismutacion del radical
superoxido. catalizada por la superéxido dismutasa.

Puede formarse también a través de la reduccion divalente del O,, llevada a cabo por un grupo
de enzimas. entre las que se ercuentran implicadas ciertas oxidasas flavinicas como la urato-
oxidasa. D-aminodcido-oxidasa v glicolato-oxidasa. locaiizadas en los peroxisomas y glioxisomas.

Aunque en si misma no es una cspecie suficicrnitemente reactiva como para oxidar muchas
moléculas organicas (solo cuando este radical se encuentra en elevadas concentraciones),
biologicamente es importante. ya que puede gererar ¢l radical hidroxil (OH"). que si es altamente
reactivo.

Tiene la caracteristica de difundi: facilmente a fravés de las membranas biolégicas, debido a

o o 2.0 02O Py o 2.0 1.3.6
su estado no ionizado y a su débil carga eldctrica gue le confieren caracteristicas hidrofébicas !> ©.
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Es también el substrato de la enzima catalasa. presente en los peroxisomas. y de la
mieloperoxidasa generando productos oxidativos como hipoclorito. y posiblemente. oxigeno
singlete. Estas especies estdn asociadas con la liberacion de mieloperoxidasa de las células
inflamatorias. que actiian como defensa importante contra las infecciones bacterianas. pero pueden

. ; . 1
dafiar. a su vez. a las células y componentes del espacio extracelular ‘',

1.1.3.- Oxigeno singlete ('O, ):

Como ya se ha indicado. no se trata de un radical libre. aunque si una especie reactiva del O..
Aunque no es un subproducto de la ruta univalente del Os. se comentard brevemente. ya que puede
ser el resultado de varias reacciones en las que intervienen otros radicales. y puede producir también
cierto daiio celular.

Puede formarse después de la generacion del O-" y del H»O,. por interaccion de ambos
radicales. y también puede ser generado como resultado de la peroxidacion lipidica.

Es capaz de iniciar la peroxidacién lipidica de los acidos grasos insaturados'”’. que se hallan

principalmente en las membranas. lo que puede ocasionar graves alteraciones.

1.1.4.- Radical hidroxil (OH"):
Es considerado como el oxidante mas potente de los sistemas biolégicos. Tiene una vida
media muy corta. y una enorme capacidad para reaccionar con gran variedad de moléculas.
Principalmente. se produce a partir de la descomposicion del H>O,. mediante la denominada
reaccion de Fenton. en la que también participan iones de hierro. v posteriormente. por la reaccion
de Haber-Weiss. en la que interaccicna el O™ con el H,O,. Estas reacciones caracteristicas fonﬁan
parte de una serie de reacciones. en las que participan radicales libres y especies reactivas de

oxigeno. y el hierro como metal de transicion:
Fe* +H,0,——Fe " +OH+OH (1)
OH +H;0,——H;0 +0; +H’ (2)
0; +H,0,—— 0, +H,0 +OH (3
Fe” +OH ——Fe” +OH (@)

La reaccion (3). que es la denominada de Haber-Weiss. se consideré como generadora de
radical hidroxil. segin la propuesta de Beauchamp y Fridovich. aunque se ha demostrado que se
produce de forma muy lenta'!’ Sin embargo. Khan v Kasha (1994)® demostraron que no es el

radical hidroxil. sino el oxigeno singlete la especie reactiva formada en la reaccion de Haber-Weiss.
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El radical OH® se forma. también. por interaccion del Oy y HyO, con otros metales quelados

(1.3),

(Me). como el cobre (Cu). siguiendo reacciones de tipo Fenton. cuyo esquema es el siguiente

(n-1)+

Me" quelado + O,—— Me" " quelado +0O,

Me"""" quelado +H,0,——>Me" quelado +OH +OH

1.1.5.- Oxido nitrico (NO°):

El NO® es un radical débil sintetizado por una gran variedad de tipos celulares. habiéndose
detectado tanto en animales vertebrados como invertebrados.”'"’
El NO® es un intermediario en la sintesis de nitrato (NOj3') vy nitrito (NO;"). En las células se

sintetiza a partir de L-arginina interviniendo la enzima sintasa del 6xido nitrico (NOS).

L-ARGININA +0,—=*—L-CITRULINA +NO’

De la NOS se conocen tres isoformas principales: la NOS-I muy abundante en células
musculares estriadas y en algunas neuronas: la NOS-II. presente en macrofagos v hepatocitos y la
NOS-III. principalmente en el endotelio vascular. NOS-I y NOS-III. son enzimas constitutivas
calcio-dependientes. mientras que la NOS-II es inducible''".

El NO® es un radical libre en forma gaseosa e hidrofobico. lo que le confiere una elevada
capacidad de difusion en los sistemas biolégicos. Actua rapidamente con especies que contengan e
desapareados. principalmente con oxigeno molecular (O). anién superéxido (O;7) y metales de
transicion. En este sentido es importante resaltar la accion del NO® sobre las hemo-proteinas.
especialmente sobre la guanilato-ciclasa soluble dando lugar a GMP ciclico.

Con el O- reacciona en fase gaseosa y solucion acuosa formando diéxido de nitrégeno (NO»).
que es muy reactivo y. por hidrolisis de compuestos intermedios del tipo N>O3 y N»>O,. da lugar a

o - L . 4 205
NO- y NOs". siguiendo dos posibles rutas alternativas'”'*'?":

2NO. + Oz—)2N02
2NOZ('—“)N2 04 NOz+ NO.—_)NZOB
N:O: +20H —NO, +NO; +H.O | N,O;+20H ——2NO, +H.0

Estos van ,a actuar sobre tioles y aminas celulares. y aunque podria representar una importante
citotoxicidad. al ser una reaccion de segundo orden. no constituyen un grave peligro potencial para
la célula.

Sin embargo. el NO® puede reaccionar también con el O:" formando el anién peroxinitrito

(ONOO). es una especie inestable de vida media muy corta (<Isg). que al ser protonado se
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descompone rapidamente. dando lugar al radical nitrosilo (ONOOH). que es mas estable. pero que

o c g o0 . i~ 2) - , —
por escision homolitica se descompone en OH™ y NO,"*". siendo ésta la fuente mds importante de

OH® en la célula

0; +NO"—— ONOO «H—0ONOOH — OH +NO:

El aniéon ONOO' in vivo junto con glutation reducido (GSH) y CO: provoca la oxidacion del
GSH y la formacion de un compuesto nitrosoperoxicarbonado (ONO,CO;") que es un potente
nitrificador'”. El anién ONOO" puede interactuar con tioles (RSH) dando lugar a nitrosotioles
(RSNO) implicados en procesos de nitracion. al descomponerse en NO® y radicales tioles (RS"). Por
otro lado. se ha sugerido el posible papel de los nitrosoles proteicos como reservorio de NO* e

Este ONOO™ puede actuar sobre grupos sulfidrilos proteicos o no. A su vez. induce la
peroxidacion lipidica y oxidacién de la desoxirribosa mediante una descomposicion catalizada por
proteinas a OH" y NO,. Provoca también la nitracién de residuos tirosina y de compuestos fendlicos

2.13)

.« . - ., . -~ 2
por heterolisis catalizada por metales a i6n nitroso (NO; ") L

0
0
o) NO’
SOD
H. O, 2RSH ONOO «H— ONOOH
RSSR RSNO OH +NO:

El NO’. en condiciones fisioldgicas puede unirse al Fe de las hemoproteinas. asi como a
centros Fe-S de otras proteinas. modulando su activacion y controlando la liberacion de Fe. Sin
embargo. en condiciones patolégicas con superproduccion del NO® . la cual va asociada a menudo a
un incremento del radical O-', altera la acividad enzimatica y el metabolismo del hierro. provocando
la pérdida de Fe intracelular que puede conducir a una mayor citotoxicidad. al producirse otros

. R o 20 B [l
radicales de O- altamente reactivos mediante la reaccion de Fenton'"*'*.
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1.2.- Mecanismo de accion de los radicales libres
Ya en 1954. Gerschmann y cols.. a raiz de los estudios realizados sobre el dafio inducido por

oxigeno. propusieron la denominada “Teoria del radical libre™. hoy ampliamente aceptada. aunque

aun persisten muchos aspectos no bien conocidos.

Se ha propuesto que bajo condiciones de O, ambiental. existe un balance biologico entre la
produccion normal de radicales de O,. y la capacidad de defensa antioxidante celular. En este
sentido. la produccion de elevadas concentraciones de radicales o el fallo de los sistemas de defensa
se puede romper ese equilibrio natural''.

La produccion de radicales libres se realiza en los sistemas bioldgicos. principalmente a
través de reacciones de transferencia de e’, como las producidas en las cadenas de citocromos de
mitocondrias y de reticulo endoplasmatico®’.

Otra via es mediante las oxidasas flavinicas. presentes en elevadas concentraciones
principalmente en los peroxisomas. Por otra parte. la xantina oxidasa es una fuente importante de
produccion de O, al reducir el citocromo c. Por su amplia localizacion celular se ha sﬁgerido que
esta enzima podria jugar un papel importante en el metabolismo celular®. Otro grupo de oxidasas.
no tan importantes pero que también se hallan implicadas. son la aldehido oxidasa. dihidro-orético
deshidrogenasa. flavin deshidrogenasa y peroxidasa‘“.

Los radicales libres son también producidos por la autooxidacion de ciertos compuestos. como
catecolaminas. flavinas y ferredoxinas''*’.

Se ha demostrado también que, la actividad fagocitica producida como defensa contra

(16)

patogenos. es un proceso de generacion de radicales libres . donde se presenta una elevada

actividad oxidasa asociada a las membranas de células fagociticas®. principalmente NADPH
oxidasa. que reducen el O; a O, "y la sintasa inducible del 6xido nitrico®'",

Todos estos radicales libres producidos durante el metabolismo normal de la célula y. que
bajo ciertas condiciones pueden resultar en exceso. atacan a las principales biomoléculas. y como
hemos comentado anteriormente. alteran la estructura celular.

Sobre las proteinas producen la oxidacion de los aminoacidos. que conduce a cambios
importantes en la macroestructura de las proteinas. dando lugar a cambios fisicos que pueden
clasificarse en tres tipos: 1) fragmentacion. debido a la degradacién de componentes del espacio
extracelular. 2) agregacion. que parece estar constituida por entrecruzamientos de proteinas nativas.
mas que por una unioén no especifica de fragmentos proteicos. y 3) susceptibilidad a la degradacion
pruteolitica. que aumenta al producirse una alteracion en la conformacién proteica'’”'. Ademas. los

radicales libres pueden oxidar los grupos sulfidrilos (-SH). presentes en muchas enzimas. causando
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la inactivacion de éstas. v provocan una inhibicion de la sintesis proteica. impidiendo la
incorporacion de los aminoécidos en las cadenas polipeptidicas ribosomales'"”’

Las membranas de células de mamiferos contienen gran cantidad de acidos grasos
poliinsaturados. que pueden constituir un blanco de ataque de muchos radicales libres. El ataque de
éstos provoca una serie de reacciones en cadena. conocida como peroxidacion lipidica. Puede
facilitarse por la presencia de metales redox activos. como el Fe o Cu. Es un preceso de gran
importancia va que puede provocar la fragmentacion de ciertos compuestos. alterar la integracion
celular. v ademas. puede extenderse y liberar productos de peroxidacion al espacio extracelular.
alterando la permeabilidad vascular v de las membranas celulares' L

Aunque no ha sido objeto de grandes estudios. se ha demostrado que los radicales libres
pueden actuar oxidando la glucosa y otros monosacaridos relacionados. los cuales a su vez. pueden

3)

interactuar con otras moléculas formando. por lo tanto. nuevas estructuras”’. Ademas. también
provocan la despolimerizacion de los carbohidratos'™.

Los radicales libres tienen varios efectos sobre los acidos nucleicos. principalmente el radical
OH’". Provocan la hidroxilacion de las bases. el entrecruzamiento de las cadenas. ruptura v escision
de las cadenas de ADN. e inhibicion de nucledtidos'™™. A su vez. el NO® provoca la nitrosilacién de
bases del ADN'"*".

El ADN mitocondrial es objeto de gran interés por varias razones: 1) las mitocondrias
constituyen una de las principales fuentes de radicales libres derivados del O, v el ADN esta
expuesto a niveles elevados de dichos radicales. 2) posee pocos procesos de reparacion de ADN.
3) el ADN mitocondrial constituye un blanco preferente de muchos carcinégenos quimicos
xenobidticos.

Muchos metales pueden estar implicados en ciertas reacciones de formacion de radicales
libres. ademas de formar parte también. de ciertas metaloenzimas. entre las que se encuentran las
enzimas antioxidantes que actiian como sistema de defensa contra radicales libres. Por tanto. la
influencia de estos metales puede resultar de gran importancia. ya que pueden presentar un papel
divalente. por un lado favorecer la formacion de radicales libres. v por otro. formar parte del sistema
de defensa. Los principales metales relacionados con el oxigeno y el sistema de defensa son el
hierro (Fe). cobre (Cu) y selenio (Se). asi como el manganeso (Mn). zinc (Zn). mercurio (Hg) \

cadmio (Cd)“'s'm.
2.- Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa esta constituido por una serie de sustancias que neutralizan los efectos

10xicos potenciales de los radicales libres. Son denominad~s como antioxidantes. secuestradores de
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Observaciones finales

La incorporacion de oxigeno molecular a diversas rutas metabolicas celulares supuso un salto
evolutivo trascendental para el futuro desarrollo de la célula eucariota. Sin embargo. debido a esa
actividad oxidativa. aparecieron en las células nuevas especies quimicas caracterizadas por su alto
poder reaccionante: los radicales de oxigeno.

Como consecuencia de ello. las células eucariotas han desarrollado complejos sistemas de
defensa contra los radicales. El correcto funcionamiento de esos sistemas de defensa es vital para la
célula. hasta el punto que su alteracién por defecto genético conduce al establecimiento de graves
cuadros patolégicos. de los que las mutaciones en las enzimas SOD. CAT o en los transportadores
electronicos mitocondriales aportan claros ejemplos.

Mencion aparte merece el reciente descubrimiento del radical 6xido nitrico. que ha permitido
explicar la generacion del radical hidroxil en situaciones de defensa inmune inespecifica y en ciertos
cuadros patoldgicos relacionados con la isquemia y la hipoxia.

Por ultimo. no cabe duda que los sistemas antioxidantes celulares se deterioran con la edad.
por lo que contribuyen decisivamente al proceso de envejecimiento normal y patolégico.

Por todo ello. consideramos que es imprescindible el estudio de los radicales en el medio

celular para el correcio conocimiento de la funcion celular.
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3) Fe-SOD: es el tercer tipo de SOD. aunque no es bien conocido. Se encuentra tanto ¢n
células procariotas como en células eucariotas. En el hombre se ha demostrado su localizacion en
plasma.

Se ha sugerido que la SOD ejerce parte de su proteccion antioxidante al inhibir la formacion
del ONOO'". va que los productos de la dismutaciéon del O," son menos reactivos v son

. . S i (2.21)
metabolizados por sistemas enzimaticos especificos =~ .

2.1.1.2.- Catalasa (CAT):

Elimina el H,O>-producido en la reaccion de la SOD. catalizando la siguiente reaccion:

CAT
H.O.+H. 0. >2H,0 + 0,
Es una hemoproteina de peso molecular 240.000. Se localiza intracelularmente.
principalmente en los peroxisomas. aungue se ha detectado su presencia también en microsomas \

(22)

citosol. Contiene Fe (IV) en su centro de reacciéon . por lo que su actividad puede estar

o . 3 23)
influenciada por el Fe'~".

Actua sobre el H->O,. cuando éste se encuentra en elevadas concentraciones. Por su
mecanismo de accion no presenta saturacion cinética por el H,O,. También parece ser mas efectiva

sobre pequeiias moléculas.

2.1.1.3.- Glutation peroxidasa (GP):
Esta enzima cataliza la misma reaccion que la CAT. pero requiere la presencia de glutation

como substrato:
2GSH +H.0.—SE > Gsse +2H,0
GSSG +NADPH +H —— 2GSH +NADP’

Durante esta reaccion el glutation reducide (GSH) se oxida (GSSG). pudiendo reducirse de
nuevo. en presencia de NADPH. continuando asi la reaccion por aporte continuo de substrato.

Cataliza también reacciones de detoxificacion. e¢n las que intervienen los hidroperoxidos
lipidicos (ROOH) generados en la peroxidacion lipidica. dando lugar a alcoholes lipidicos (ROH)

no toxicos:

2GSH +ROOH —£P—GSSG +ROH +H.0
La GP es la peroxidasa mas importante en las células de mamiferos. Tiene un peso molecular

de 85.000 d. Se distinguen dos tipos de CP. ura independiente de Se. v la otra dependiente de Se en

183



su molécula. que le confiere su actividad catalitica. Se localiza intracelularmente principalmente en
el citosol. aunque también. se ha detectado actividad GP en la matriz mitocondrial.

Tiene el mismo substrato que la CAT. pero su afinidad es diferente. Parece ser mas efectiva
cuando hay bajas concentraciones de H,Oa. Se ha sugerido que la GP es mas importante que la CAT
debido a su localizacion en el citosol que le proporciona una mayor capacidad de actuacion y a que
presenta una mayor afinidad por el H>O,. Ademas. en ciertos experimentos en los que la CAT
permanecia inactiva. el exceso de H>O> pudo ser combatido por la GP. sin embargo. al inactivar la
GP. la CAT no presento esa capacidad elevada de detoxificacion®”’.

Estas tres enzimas presentan también. un efecto de proteccién entre ellas. ya que el H-O
inactiva el funcionamiento de la SOD. actuando la CAT y la GP. De forma similar. el radical O,

inhibe las actividades CAT y GP. favoreciendo la actuacion de la SOD"™”,

2.1.2.- Antioxidantes no enzimaticos:

Vitamina E: es el antioxidante mas ampliamente distribuido en la naturaleza.
Intracelularmente se encuentra asociado a membranas ricas en lipidos. El a-tocoferol es el mas
conocido. Por su propiedad lipofilica es el principal terminador de la cadena de radicales libres. por
tanto. es altamente efectivo contra la peroxidacion lipidica™?’.

Acido ascérbico: o vitamina C. Reacciona directamente con los radicales O>"y OH'. v varios
hidroperéxidos lipidicos. Su principal funcién es la de proteger contra la peroxidacion lipidica. Otra
de sus funciones es la de reciclar el radical de vitamina E. cuando ésta haya sido oxidada. La
interaccion entre ambas vitaminas tiene lugar en la interfase hidrofilica e hidrofobica. ya que el a-
tocoferol se encuentra en la bicapa li-idica v el acido ascorbico en la fase acuosa. -

A pH fisiolégico la forma predominante es el anion ascorbato (AH) que por oxidacion da
lugar al 4cido dehidroascorbico (DHA). a través de una forma intermedia que es el radical ascorbil
(A).

AH «——A «——DHA

Posee una actividad dual actuando como antioxidante v como prooxidante. Como

antioxidante. ejerce un efecto moderado cuando actia por si solo. mientras que al actuar con la

vitamina E aumenta de forma sinergistica la actividad antioxidante de la vitamina E:
ROO + Vit E ——ROOH +Vit. E’
Vit. E'+AH — Vit E + A’

Ademas presenta un efecto similar al de la catalasa metabolizando el H.O». aunque no tan

eficaz. Puede actuar como prooxidante. cuando se encuentra en elevadas concentraciones y en
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presencia de metales de transicion Fe'™ o Cu’". generando cofactores de radicales de oxigeno
activados durante la promocion de la peroxidacion lipidica.

Esta aparente dicotomia en la funcién del acido ascorbico. parece estar regulada por su
concentracién v localizacion subcelular. ampliamente distribuida en fluidos intra

(2.3

extracelulares

Carotenoides: protegen de la peroxidacion lipidica. reaccionando con los radicales libres.
especialmente con el oxigeno singlete. El B-caroteno es el mas importante. Funciona como anti }
prooxidante. A bajas presiones parciales de O,. presenta una gran actividad secuestradora de
radicales. mientras que a elevadas presiones parciales de O,. actia como prooxidante con actividad
autocatalitica™".

Glutation: tripéptido cuya estructura es: y-glutamil-cisteina-glicina. Es el tiol de bajo peso
molecular mas abundante de todos los sistemas celulares de mamiferos. Se caracteriza por su grupo
tiol reactivo v su enlace y-glutamil que le confieren resistencia al ataque de peptidasas. Juega un
papel importante en varios procesos de detoxificacion. Interacciona con numerosos compuestos
electrofilicos v oxidantes como H>O.. 0" OH® v radicales de carbono. Estd asociado a la glutation
peroxidasa actuando como substrato de esta enzima. Se ha sugerido la inhibicion de la peroxidacion
lipidica de membranas mediante un factor dependiente del glutatién v la participacidn de cantidades

cataliticas de vitamina:
R + Vit E ——RH + Vit E—SSH 5 vit E +GS'
2GS —— GSSH —NADPH ,5GsH +NADP

La glutation reductasa regener~ el GSH consumido. Otro grupo de enzimas que ulilizan. al

glutation como cofactor son las glutation S-transferasas. implicadas en la neutralizacién de radicales
libres**".
Acido irico: su accion antioxidante no esta bien definida. Se sugiere que puede actuar
preservando el ascorbato del plasma. probablemente al formar complejos con los metales de
transicion como Fe y Cu. Inhibe la xantina oxidasa circulante en la sangre y atenuando la
produccion de O>™ v H-O- intravascular. También parece estar relacionada con la activacion de la
sintesis de prostaglandinas iniciada por el araquidonato. Es importante en los humanos. va que es un
producto final del metabolismo de la urea. acumulandose extracelularmente donde jugara su papel
antioxidante'™".

Ubiquinol-10: o coenzima Q-10. Se encuentra en diferentes biomembranas. principalmente
en la membrana mitocondrial interna. donde funciona como transportador de electrones en la cadena

respiratoria. Tras la oxidacion de un e el ubiquinol-10 se convierte en ubisemiquinona. que se
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reduce nuevamente mediante la cadena transportadora de electrones. Actia como terminador de las
reacciones oxidativas en cadena”’.

Proteinas plasmaticas: son principalmente la albumina. transferrina y ceruloplasmina®’. La
albimina posee la capacidad de captar el cobre evitando que dicho metal se encuentre libre en el
plasma. La transferrina es una glicoproteina plasmatica que actia como el principal medio de
transferencia del hierro. A pH acido se favorece la liberacion de Fe. que a su vez puede ser captado
por otros compuestos quelantes como la ferritina que lo almacena como Fe'". Aunque no bien
estudiado. se considera que la transferrina puede actuar como antioxidante. cuando esta
parcialmente saturada de Fe. previniendo la peroxidacion lipidica ya que al capturar el Fe libre evita
que la reaccion de Fenton se lleve a cabo. Sin embargo. cuando se encuentra completamente
saturada. puede actuar como prooxidante liberando Fe al plasma y. consecuentemente provocando el
aumento de la reaccién de Fenton. en condiciones de pH fisioldgico y ausencia de compuesto
quelador de Fe. La ceruloplasmina es otra glicobroteina plasmatica que. en condiciones
fisiolégicas. puede unirse a 6 6 7 iones de Cu por molécula. Juega un papel importante como
antioxidante realizando su actividad en tres fases. Tiene la capacidad de unirse al Cu. que es un
potente prooxidante. disminuyendo asi la oxidacion. Se ha sugerido que podria funcionar como
ferroxidasa catalizando la oxidacion de Fe’™ a Fe’". actividad requerida para la union de este Fe’~ a
la transferrina v apoferritina. Parece ser capaz de atrapar el radical O;". aunque con una actividad
mas débil que la SOD. podria ser importante en el compartimiento extracelular.

Bilirrubina: aunque no bien conocido. parece actuar rompiendo las reacciones en cadena de

3)

la peroxidacion lipidica'

2.2.- Sistemas de defensa secundarios

Enzimas lipoliticas: son las responsables de la reconstruccién de los constituyentes de
membranas dafiados o alterados. Su funciéon podria ser la de mantener la integridad de las
membranas y proporcionar un medio para regular la recuperacion de lipidos de membrana. siendo
las fosfolipasas las principales representantes’’.

Enzimas proteoliticas: pueden actuar degradando las proteinas alteradas por oxidacion.
Eliminan las moléculas dafadas o las reparan. evitando su acumulacién. Se ha observado un
incremento de la actividad proteolitica tras la exposicion a radicales libres. lo que apoya la hipotesis

de defensa de estas enzimas'”’.
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radicales libres. terminadores de cadenas de reaccion o reductores. Son tan diversos como los
propios radicales libres.

Generalmente. en condiciones normales. existe un equilibrio entre los radicales libres
producidos v las defensas celulares. de forma que. el posible dafio ocasionado por los radicales
libres queda controlado. Sin embargo. cobran gran importancia en procesos de produccion elevada
de radicales. va que son los responsables de hacer frente al consecuente efecto citotoxico.

Tradicionalmente. se ha designado al sistema de defensa como defensas primarias
secundarias. El sistema de defensa primario interacciona con los radicales libres generados
directamente por la reduccion del O». El sistema de defensa secundario actia sobre radicales

. o . . . ., (2318
producidos por reacciones v procesos secundarios. e incluye los sistemas de reparacion'"'.

2.1.- Sistemas de defensa primarios

Son muchas las biomoléculas que pueden reaccionar con los radicales. principalmente con el
OH". Para ser un eficiente secuestrador de radicales in vivo. estas moléculas deben presentar las
siguientes caracteristicas: 1) reaccionar con una tasa controlada de difusién con el OH". 2) existir en
concentraciones mas elevadas que las moléculas diana. 3) estar en el sitio(s) de generacion de los

. v . . . v . J
radicales. v 4) después de reaccionar con los radicales. generar productos secundarios no toxicos'.

2.1.1.- Enzimas antioxidantes:
2.1.1.1.- Superoxido dismutasa (SOD):
Su principal funcién. descubierta por McCord vy Fridovich en 1969''%". es catalizar la

dismutacion del radical O,". que tiene lugar 107 veces mas rapida que la dismutacion espontanea.

0;+0;+2H —L 1,0, + 0,

Las células de mamiferos contienen 3 tipos de SOD"":

1) Cu,Zn-SOD: se encuentra en el citosol celular. Tiene un peso molecular de 32.500 d. v es
un homodimero. Contiene Cu y Zn en su centro activo. El Cu parece ser esencial para su funcion
catalitica. es reducido de Cu (II) a Cu (I). para ser posteriormente reoxidado. EI Zn (II) no cambia de
valencia y parece contribuir a la estabilidad estructural de la enzima.

2) Mn-SOD: se encuentra también en células eucariotas. localizada en la matriz de las
mitocondrias. Es un homotetramero de peso molecular aproximadamente 95.000. Presenta Mn (111)
en su centro activo. el cual es reducido y oxidado en un ciclo redox. Es la encargada de eliminar la
liberacion de O~ durante la transferencia de e” mitocondrial.

Este upo de SOD se encuentra también en células procariotas. v se ha demostrado la

existencia de sceuencias homalogas de aminoacidos. entre la Mn-SOD bacteriana v mitocondrial ™',
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